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@ Verfahren zur Herstellung synthetischer Nukleinsauredoppelstrange 

@ DIeErfindung betrifftein VerfahrenzurHerstellungsyn- 
thetlscher Nukleinsauredoppelstrange wahlfreier Se- 
quenz, umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen sines Tragers mit einer Oberflache, die 
eine Vielzahl von individuellen Reaktionsbereichen ent- 
halt, 

(b) ortsaufgeldstes Synthetisieren von Nukleinsaurefrag- 
menten mit jeweils unterschledlicher Basensequenz an 
mehreren der individuellen Reaktionsbereiche, und 

(c) Abldsen der Nuklelnsaurefragmente von individuellen 
Reaktionsbereichen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 8501- 
thetischer Nukleinsauredoppelstrange wahlfreier Sequenz. 

5 

Technischer Hintergrund der Erfindung 

Die Manipulation und Konstruktion von genetischen Ele- 
menten, wie z. B, Genfragmenten, ganzen Genen oder regu- 
latorischen Bereichen, durch die Entwicklung der DNA-Re- 10 
kombinationstechnik, welche haufig auch als Gentechnik 
bezeichnet wird, fiihrte zu einem besonderen Bedarf an gen- 
technischen Methoden und deren Weiterentwicklung in den 
Bereichen der Gentherapie, molekularen Medizin (Grundla- 
genforsciiung, Vektorentwicklung, Vakzine, Regeneration 15 
etc.). Wichtige Anwendungsgebiete sind auch die Wirk- 
stoff-Entwicklung, Wirkstoff-Produktion im Ralimen der 
Pharmaka-Entwicklung, kombinatorische Biosynthese (An- 
tikorper, Effektoren wie Wachstumsfaktoren, Neurotrans- 
mitter etc.), Biotechnologie (z. B. Enzymdesign, Pharming, 20 
biologische Herstellungsverfahren, Bioreaktoren etc.), Dia- 
gnostika (BioChips, Rezeptoren/Antikorper, Enzymdesign 
etc.) und Umwelttechnik (spezialisierte oder maBgeschnei- 
derte Mikroorganismen, Produktionsverfahren, Sanierung, 
Sensoren etc.). 25 

Stand der Technik 

Zahlreiche Methoden, alien voran die enzymgestiitzten 
Verfahren, erlauben die gezielte Manipulation von DNA fiir 30 
unterschiedliche Zwecke. 

Diese Verfahren miissen allesamt auf vorhandenes geneti- 

schcs Mnicriiil /.iiriickgreifen. Dieses ist zwar einerseits 
wcitgchcnd dcfinicrt, eriaubt aber andererseits in einer Art 
"Baukastensysleni" nur eine beschrankte Menge moghcher 35 
Kombinalionen der jeweiLigen vorhandenen und leichtmo- 
difizierten Elemente. 

Vollsynthetische DNA spielt dabei bisher nur eine unter- 
geordnete RoUe in Form eines dieser kombinatorischen Ele- 
mente, mit deren Hilfe gezielte Veranderungen des zur Ver- 40 
fUgung stehenden genetischen Materials moglich sind. 

Den bekannten Verfahren gerneinsarn ist der hohe Ar- 
beits auf wand, verbunden mit einer gewissen Dauer entspre- 
chender Arbeiten, da die Stufen moLekuLarbioIogischer und 
insbesondere gentechnischer Experimenle, wie der IsoUe- 45 
rung von DNA, Manipulation, Transfer in gccignctc Ziclzcl- 
len, Vermehrung, emeute Isolation etc., zumeist mehrfach 
durchlaufen werden rnussen. Viele der anfallenden Arbeits- 
schritte lassen sich nur ungeniigend automatisieren imd be- 
schleunigen, so daB die entsprechenden Arbeiten zeitauf- 50 
wendig und arbeilsinlensiv bleiben. Bel der Tsolalion von 
Gcncn, die einer funktioncllcn Untcrsuchung und einer Cha- 
rakterisierung des Genproduktes vorausgehen muB, lauft der 
InforniationsfluB in den nieisten Fallen von isolierter RNA 
(mRNA) iiber cDNA und entsprechende Genbibliotheken 55 
fiber aufwendige Screening- Verfahren zu einem einzelnen 
Klon. Dieser enthalt die gesuchte und in ihm klonierte DNA 
haufig unvoUstandig, so daB sich weitcrc Screening- Verfah- 
ren etc. anschlieBen. 

SchlieBlich ist die oben beschriebene Rekoinbination von 60 
DNA-Fragmenten nur begrenzt flexibel und eriaubt gernein- 
sarn mit dem beschriebenen Arbeitsaufwand nur wenige 
Optimierungsschleifen. Gerade solche Optimierungen sind 
angesichts der Vielfalt und Komplexitat in der Genetik, der 
funktionellen Genomik und der Proteomik, also dem Stu- 65 
dium der Wirkungen der Genprodukte, ein Nadelohr fiir die 
weitere Entwicklung der modemen Biologie. 

Ein gangiges Verfahren ist die Rekombination durch en- 
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zymatische Methoden (in vitro): Hierbei werden DNA- Ele- 
mente (isolierte genomische DNA, Plasmide, Amplicons, 
virale oder bakterielle Genome, Vektoren) zunachst mit ent- 
sprechenden Restriktionsenzymen zu Fragmenten mit defi- 
nierten Enden zerschnitten. Je nach Beschaffenheit dieser 
Enden konnen die entstandenen Fragmente neu kombiniert 
und (ebenfalls enzymatisch) zu groBeren DNA-Elementen 
verbunden werden. Zum Zwecke der Vermehrung der DNA 
erfolgt dies haufig in einem als Klonierungs-Vektor funktio- 
nierenden Plasmid. 

Die rekombinierte DNA muss in aller Regei in geeigneten 
Organismen klonal vermehrt werden (Klonierung) und steht 
nach diesem zeitaufwendigen Schiitt und der IsoEerung 
durch entsprechende Methoden emeut fur Manipulationen, 
wie z. B. Rekombination, zur Verfiigung. Limitierend sind 
bei dieser Methode aber die Schnittstellen der Restriktions- 
enzyme: Jedes Enzym erkennt auf der (doppelstrangigen) 
DNA eine spezifische Sequenz, wobei deren Lange in Ab- 
hangigkeit vom jeweiligen Enzym zwischen drei und zwolf 
Nukleotid-Basen betragt und sich demnach auf jedem DNA- 
Element nach einer statistischen Verteilung eine bestimmte 
Anzahl von SchnittsteUen befindet, an denen der DNA- 
Strang durchtrennt wird. Wichtig fiir die Rekombination ist 
dabei die Zerlegung der bearbeiteten DNA in definierte 
Fragmente, die sich anschlieBend zu der gcwtinschten Se- 
quenz zusammensetzen lassen. Bis zu einem Grenzbereich 
der zu schneidenden DNA von 10-30 Kilobasenpaaren 
(kbp) stehen der Rekombinationstechnik ausreichend unter- 
schiedUche und spezifische Enzyme zur Verfugung. Durch 
Vorarbeiten und kommerzielle Anbieter gibt es auBerdem 
die entsprechenden Vektoren, die die rekombinierte DNA 
auftiehmen und eine Klonierung (und damit Vermehrung 
und Selektion) erlauben. Solche Vektoren enthalten ange- 
paBte Schnittstellen fiir effizienie Rekombination und Inte- 
gration. 

Aus den Regeln der Slalislik erwachsl aber mil zuneh- 
mender Lange der manipulierten DNA das Problem mehrfa- 
cher und unerwunschter Schnittstellen. Bei einer Enzym-Er- 
kennungssequenz von 6 Nukleotid-Basen gibt es im statisti- 
schen Mittel pro 4000 Basen-Paaren eine Schnittstelle (4*) 
und bei 8 Nukleotid-Basen pro 65.000 (4*), Fflr die Manipu- 
lation groBerer DNA-Elemenle (/,. B. virale Genome, Chro- 
mosomen etc.) ist die Rekombination mit Restriktionsenzy- 
men daher wenig geeignet. 

Bekannl isl auBerdem eine Rekombinalion durch homo- 
logc Rekombination in Zcllcn; Hicrbci konnen groBerc 
DNA-Elemente bei Vorhegen von Abschnitten gleicher Se- 
quenz. auf den zu rekoiiihinierenden Eletnenten fiber den na- 
tfirlichen Vorgang der homologen Rekombination neu zu- 
sammengestellt und manipuliert werden. Diese Rekombina- 
lionsereignisse sind wesenllich indirekter als bei der Re- 
striktionscnzym-Mcthodik und dariibcr hinaus schwicrigcr 
zu steuem. Sie Uefem oft deutHch schlechtere Ausbeuten als 
die oben beschriebene Rekombination mit Restriktionsen- 
zymen. 

Ein zweiter wesentUcher Nachteil ist die Beschrankung 
auf die erwahnten Abschnitte gleicher iSequenz, die damit 

cincrscits iibcrhaupt erst vorlicgcn miissen und andererseits 
sehr spezifisch fiir das jeweilige System sind. Die gezielte 
Einfiihrung entsprechender Sequenzen bereitet dann ihrer- 
seits erhebliche Schwierigkeiten. 

Dartiber hinaus bekannt ist die Polymerase Kettenreak- 
tion (Polymerase Chain Reaction: P(^R), die eine enzymati- 
sche Synthese von DNA (inklusive starker Vervielfaltigung) 
eriaubt, indem die begrenzenden Regionen des zu verviel- 
faltigenden Abschnittes durch kurze, vollsynthetische 
DNA-Oligomere (sog. Primer) den Start einer DNA-Repli- 
kation vorgeben. Dafur mussen diese flankierenden Berei- 
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che allerdings bekannt und fur die dazwischenliegende Re- 
gion spezifisch sein. Die Polymerasen bauen bei Replikation 
des Stranges allerdings in einer vom jeweiligen Enzym ab- 
hangigen Haufigkeit auch falsche Nukleotide ein, so daB 
stets die Gefahr einer gewissen Verfalschung der Ausgangs- 5 
sequenz besteht. Bei manchen Anwendungen ist diese 
sclileichende Verfalscliung sehr storend. In die Primer kon- 
nen bei der chemischen Sj'nthese Sequenzen, wie z. B, die 
oben beschriebenen Restriktions-Schnittstellen, eingefiigt 
werden. Dies erlaubt eine (begrenzte) Manipulation der ge- 10 
samten Sequenz. Der vervielfaitigte Bereich kann mittler- 
weile bis in den Bereich von ca. 30 kbp gehen, allerdings ist 
der groBtB Teil dieses DNA-Molekiiles die Kopie einer vor- 
her vorhandenen DNA. 

Die Primer werden mit automatisierter Festphasen-Syn- 15 
these hergesteUt und sind breit verfiigbar, allerdings bedingt 
die Konfiguration aller bisherigen Syntliese-Automaten die 
Herstellung von zu groBen Mengen an Primer-DNA ()imol- 
Ansatze), wie sie fiir die PCR nicht notwendig sind, wah- 
rend die Variantenvielf alt beschrankt bleibt. 20 

Synthetische DNA-Elements 

Seit den Pionierarbeiten von Khorana (u. a. in: Shaba- 
rova: Advanced Organic Chemistry of Nucleic Acids, VCII 25 
Weinheim); in den 60er Jahren wurden wiederholt Ansatze 
beschrieben, um aus chemisch synthetisierten DNA-Mole- 
kiilen doppelstrangige DNA mit genetischen bzw. kodieren- 
den Sequenzen zusammenzusetzten. Stand der Technik sind 
hierbei genetische Elemente einer Lange bis ca. 2 kbp, die 30 
aus Nukieinsauren aufgebaut werden. Die chemische Fest- 
phasensynthese von Nukieinsauren und Peptiden ist auto- 
matisiert worden. Entsprechende Verfahren imd Gerate sind 
z. R. in der US 4353989 und der US 5112575 beschrieben. 

Der Aulbau von doppeistrangiger DNA aus kurzen Oli- ^'S 
gonukleolideri geschieht nach zwei Verfahren (siehc ITolo- 
wachuk et. al., PCR Methods and Applications, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press): Einmal erfolgt die Synthese des 
gesamten Doppelstranges durch Sjmthese von einzelstrangi- 
gen Nukieinsauren (geeigneter Sequenz), Aneinanderlage- 40 
rung durch Hybridisieren komplementarer Bereiche und 
Verbindcn des niolekularen Riickrales durch /. R. T^igase. 
Demgegeniiber gibt es auch die MogUchkeit einer Synthese 
von an den Randern uberlappenden Bereichen als eiti/el- 
slriingige Nukieinsauren, Aneinanderlagerung durch Hybri- 45 
disicrcn, Auffiillcn der cinzclstrangigcn Bcrcichc durch En- 
zyme (Polymerasen) und Verbinden des Ruckgrates. 

Bei beiden Melhcxlen ist die Gesarritlange des geneti- 
schen Elementes durch den Aufwand und die Herstellungs- 
kosten fur Nukieinsauren in makroskopischer Saulen-Syn- so 
Ihese einerseits und durch die Txigislik von gelrennt in ma- 
kroskopischer Saulcn- Synthese hcrgcstclltcn und dann zu- 
sammengefiihrten Nukieinsauren andererseits auf nur we- 
nige tausend Nukleotid-Ba.sen beschrankt. Damit wird der 
gleiche GroBenbereich abgedeckt wie mit der DNA-Rekom- 55 
binationstechnik. 

Zusammenfassend kann der Stand der Technik als eine 
Vorgchcnswcisc beschrieben werden, bei der in Analogic zu 
logischen Operationen das Vorhandene (in diesem Fall ge- 
netisches Material in Form von Nukieinsauren) untersucht 60 
und kombiniert wird (Rekombination). Das Ergebnis sol- 
cher Rekombinations-Experimente wird dann untersucht 
und erlaubt Riickschliisse, u. a. auf die eingesetzten Ele- 
mente und ihre kombinierte Wirkung. Die Vorgehensweise 
kann daher als (punktuell-)analytisch und kombinatorisch 65 
beschrieben werden. 

Der Stand der Technik erlaubt somit keine systematischen 
Untersuchungen aller beUebigen Kombinationen. Die Ver- 
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anderung der kombinierten Elemente ist fast nicht moglich. 
Das systematische Austesten von Veranderungen ist nicht 
moglich. 

Gegenstand der Erfindung und damit geloste Aufgabe 

Bereitgestellt werden soil ein Verfahren zur direkten Um- 
selzung von digitaler genetischer Information (Zielsequenz, 
Datenbanken etc.) in biochemische genetische Information 
(Nukieinsauren), ohne auf die Verwendung von bereits vor- 
handenen Nukleinsaurefragmenten zuriickzugreifen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur 
Herstellung von synthetischer DNA mit beliebig wahlbarer 
Sequenz und damit beUebigen bekannten oder neuen funk- 
tionellen genetischen Elementen, die in dieser Sequenz ent- 
halten sind. Dieses Verfahren umfaBt die Schritte 

(a) Bereitstellen eines Tragers mit einer Oberflache, 
die eine V^elzahl von individuellen Reaktionsbereichen 
enthalt, 

(b) ortsaufgelostes Synthetisieren von Nukleinsaure- 
fragmenten mit jeweils unterschiedHcher Basense- 
quenz an mehreren der individuellen Reaktionsberei- 

che, und 

(c) Ablosen der Nukleinsaurefragmente von individu- 
ellen Reaktionsbereichen. 

Vorzugsweise werden die Basensequenzen der an indivi- 
duellen Reaktionsbereichen synthetisierten Nukleinsaure- 
fragmente so gewahlt, daB sie sich zu einem Nukldnsaure- 
doppelstrang-IIybrid zusatimienlagem konnen. Das Ablo- 
sen der Nukleinsaurefragmente in Schritt (c) kann dann in 
einem oder mehreren Schritten unter solchen Bedingungen 
erfolgen. daB sich mehrere, d. h. zumindest einige der abge- 
loslen Nukleinsaurefragmente zu einem Nukleinsauredop- 
pelslrang-Hybrid zusammenlagem. AnschlieBend konnen 
die einen Strang des Nukleinsauredoppelstrang- Hybrids bil- 
denden Nukleinsaurefragmente zumindest teilweise kova- 
lent miteinanderverbunden werden. Dies kann durch enzy- 
matische Behandlung, z. B. mit Ligase, oder/und AuffuUen 
von Liicken in den Strangen mit DNA-Polymerase erfolgen. 

Das Verfahren beinhallet im Rahiiien eines modularen 
Systems die Synthese sehr vieler einzelner Nukleinsaure- 
slriingi:, die als Bausteine dienen, wodurch in einem z. B. 
mikrofluidischen Reaklionslriiger eine doppelslrangige Nu- 
klcinsaurc-Scqucnz crzcugt wird, die iibcr 100.000 Bascn- 
paare lang sein kann. 

Die verfahrensgernaBe Herstellung der hochkotnplexen 
synthetischen Nukleinsaure, die vorzugsweise aus DNA be- 
steht, erfolgt nach folgendem Prinzip: Zunachst werden re- 
lativ kur/£ DNA-Slriinge durch in situ Synlhese in einer 
Viclzahl von Reaktionsbereichen auf cincm Rcaktionstragcr 
synthetisiert. Dies kann beispielsweise mit den in den Pa- 
tentanmeldungen DR 1 99 24 327. 1 , DR 1 99 40 749.5, 
PCT/EP 99/06 316 und PCT/EP 99/06 317 beschriebenen 
Tragem geschehen. Dabei ist jeder Reaktionsbereich flir die 
individueUe und spezifische Synthese einer einzelnen votge- 
gcbcncn DNA-Scqucnz von ca. 10-100 Nuklcotidcn Langc 
geeignet. Diese DNA-Strange bilden die Bausteine fiir den 
gezielten Aufbau sehr langer DNA-Molekiile. Dabei kann 
der verwendete fluidische Mikroprozessor speziell fiir die 
Anwendung gestaltete Reaktionsraume tragen. 

Die DNA-Synthese selbst erfolgt somit in Anlehnung an 
die automatisierte Festphasensynthese, jedoch mit dnigen 
neuheitlichen Aspekten: Die "Festphase" ist in diesem Fall 
ein individueUer Reaktionsbereich auf der Oberflache des 
Tragers, z. B. die Wand des Reaktionsraums, also nicht in 
den Reaktionsraum eingebrachte Partikel, wie dies in einem 
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konventionellen S3'ntliesizer der Fall ist. Durch Integration 
der Synthese in einem mikrofluidischen Reaktionstrager 
(z. B. eine Struktur mit gegebenenfalls verzweigten Kanalen 
und Reaktionsraumen) konnen die Reagenzien und andere 
Komponenten, wie Enzyme, zugeflihrt werden. 5 

Nach der Synthese folgt ein Ablosen der synthetisierten 
Bausteine von diesen Reaktionsbereiclien. Dieser Ablose- 
prozeB kann orts- oder/und zeitspezifisch fur einzelne, meh- 
rere oder alle DNA-Strange durchgefiihrt werden. 

Tur eine bevorzugte Verfahrensvariante ist es vorgesehen, 10 
mehrere Reaktionsbereiche innerhaib eines fluidischen Rau- 
mes bzw. Kompartements zu realisieren und zu nutzen, so 
daB die dort synthetisierten DNA-Strange in einem Arbeits- 
schritt abgelost und aus dem Kompartement, das die Reakti- 
onsbereiche fluidisch verbindet, abgefiihrt werden konnen. 15 

Danach werden geeignete Kombinationen der abgelosten 
DNA-Strange geblLdet. Die ZusaninienLagerung von einzel- 
strangigen oder/und doppeLstrangigen Bausteinen erfolgt 
dann beispielsweise innerhaib eines Reaktionsraumes, der 
einen oder mehrere Reaktionsbereiche fUr die Synthese be- 20 
inhalten kann. Die Sequenz der einzehien Bausteine wird 
dabei zweckmaBigerweise so gewahlt, daB bdm Inkontakt- 
bringen der einzelnen Bausteine zueinander komplementare 
Bereiche an den beiden zusammengebrachten Enden zur 
Verfiigung stehen, um durch Ilybridisierung dieser Bereiche 25 
eine spezifische Aneinanderlagerung von weiteren DNA- 
Strangen zu emioglichen. Damit entstehen langere DNA- 
Hybride. Das Phosphordiester-Riickgrat dieser DNA-Hy- 
bride kann kovalent, z. B. durch Ligasen, geschlossen und 
eventuelle Liicken im Doppelstrang in bekannter Vorge- 30 
hensweise enzymatisch mittels Polymerasen aufgefiiUt wer- 
den. Eventuell vorhandene einzelstrangige Bereiche konnen 
durch Enzyme (z. B. Klenow-Fragment) unter Zugabe von 
geeigneten Nuklcolidcn aufgcfuUt werden. So entstehen 
langere DNA-Molckulc. Durch die Zusamincntuhrung von '5 
Cluslem an derarl synlhelisicrleci DNA-Slriingen innerhaib 
von Reaktionsraumen konnen wiederum langere Teilse- 
quenzen des flnalen DNA-Molekiiles erzeugt werden. Dies 
kann stufenweise geschehen, und die Tfeilsequenzen werden 
dabei zu immer langeren DNA-Molekiilen zusammenge- 40 
setzt. Auf diese Weise lassen sich sehr lange DNA-Sequen- 
zen :ils vollsynlhelisches Molekiil mit einerl.,iinge von uber 
100.000 Basenpaaren erzeugen. 

Die Menge an individuellen Bausteinen, die fur ein langes 
synlhelisches DNA-Molekul nolwendig isl. wird in dem Re- 45 
aktionstrager durch parallclc Synthese der Bausteine in ei- 
nem orts- oder/und zeitaufgelosten Synthese- Verfahren be- 
waltigl. Diese parallele Synthese erfolgt in der bevor/.uglen 
Ausfiihrungsform durch lichtabhangige orts- oder/und zeit- 
aufgeloste DNA-Synthese in einem fluidischen Mikropro- 50 
zessor, wie er auch in den Palenlanrneldungen 
DE 199 24 327.1, DE 199 40 749.5, PCT/EP 99/06 316 und 
PCT/EP 99/06 317 beschrieben ist. 

Der miniaturisierte Reaktionstrager bewirkt dabei eine 
Reduktion der Menge an Einsatzstoffen um mindestens ei- 55 
nen Faktor 1.000 im Vergleich zu einem konventionellen 
DNA-Synthesizer. (ildchzeitig wird eine extreme Vielzahl 
an Nuklcinsaurcdoppclstrangcn dcfinicrtcr Sequenz hcrgc- 
stellt. Nur so kann die Erzeugung einer sehr groBen Vielfalt 
an individuellen Bausteinen, wie sie fiir die Synthese langer 60 
DNA-Molekiile Voraussetzung ist, unter Einsatz einer oko- 
nomisch sinnvoUen Menge an Ressourcen erfolgen. Fiir den 
Aufbau einer Sequenz von 100.000 Basenpaaren aus iiber- 
lappenden Bausteinen von 20 Nukleotiden Lange werden 
10.000 individuelle Bausteine benotigt. Dies karm mit ent- 65 
sprechend miniaturisierten (leraten in einem hochparaHelen 
Synthese- Verfahren geleistet werden. 

Fiir die rationelle Bearbeitung genetischer Molekiile und 
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die systematische Erfassung aller moglichen Varianten miis- 
sen die Bausteine in ihrer individuellen Sequenz flexibel 
und okonomisch hergestellt werden. Dies leistet das Verfah- 
ren vorzugsweise durch den Einsatz einer programmierba- 
ren Lichtquellenmatrix fiir die lichtabhangige orts- oder/und 
zeitaufgeloste in situ Synthese der DNA-Strange, die wie- 
derum als Bausteine fiir den Aufbau langerer DNA-Strange 
Verwendung finden konnen. Diese flexible Synthese erlaubt 
die freie Programmierung der individuellen Sequenzen der 
Bausteine und damit auch die Erzeugung von behebigen Va- 
rianten der Teilsequenzen oder der iinalen Sequenz, ohne 
daB damit wesentliche Veranderungen von Komponenten 
des Systems (Hardware) verbunden waren. Durch diese pro- 
grammierte Synthese der Bausteine und damit der finalen 
Syntheseprodukte kann die Vielfalt genetischer Elemente 
systematisch bearbeitet werden. Gleichzeitig erlaubt die 
Verwendung der computergesteuert programmierbaren Syn- 
these die Automatisierung des gesamten Prozesses inklusive 
der Kommunikation mit entsprechenden Datenbanken. 

Die Auswahl der Sequenz der einzelnen Bausteine kann 
bei Votgabe der Zielsequenz rationell unter Berilcksichti- 
gung von biochemischen und funktionellen Parametem er- 
folgen. Dabei sucht ein Algorithmus nach Eingabe der Ziel- 
sequenz (z. B. aus einer Datenbank) die geeigneten Uberlap- 
pungsbereiche heraus. Je nach der Aufgabenstellung konnen 
unterschiedlich viele Teilsequenzen erstellt werden, und 
zwar innerhaib eines Reaktionstragers oder auf mehrere Re- 
aktionstrager verteilt. Die Anlagerungsbedingungen fiir die 
Bildung der Hy bride, wie z. B. Temperatur, Salzkonzentra- 
tion etc., werden durch einen entsprechenden Algorithmus 
auf die zur Verfiigung stehenden Uberlappungsbereiche ab- 
gestimmt. So wird eine maximale Spezifitat der Aneinan- 
derlagerung gewahrleistet. Die Daten fiir die Zielsequenz 
konnen in einer vollautomatischen Version auch direkt aus 
offcntlichcn oder privaten Datenbanken entnoininen und in 
enlsprechende Zielsequenzen umgewandell werden. Die 
entstehenden Produkte konnen wiederum optional in ent- 
sprechend automatisierte Ablaufe eingespeist werden, z. B. 
in die Klonierung in geeigneten ZielzeUen. 

Der stufenweise Aufbau durch Synthese der einzelnen 
DNA-Strange in Reaktionsbereichen innerhaib umgrenzter 
Reaklionsraunie erlaubl auch den AulT)au schwieriger Se- 
quenzen, z. B. solche mit internen Wiederholungen von Se- 
quenzabschnitten, wie sie z. B. bei Retroviren und entspre- 
chenden retroviralen Vekloren vorkoninien. Durch die ge- 
stcucrtc Ablosung von Bausteinen innerhaib der fluidischen 
Reaktionsraume kann eine Synthese beUebiger Sequenz er- 
folgen, ohne daB Problerne durch die Zuordnung der iiber- 
lappenden Bereiche auf den einzelnen Bausteinen entstehen. 

Die hohen Qualitatsanforderungen, die beim Aufbau sehr 
langer DNA-Molekiile notwendig sind, konnen u. a. durch 
die Verwendung einer Echtzcit-QualitatskontroUc crfiiUt 
werden. Dabei wird die ortsaufgeloste Synthese der Bau- 
steine iiberwacht, ebenso die Ablosung und die Zusammen- 
lagerung bis hin zur Erstellung der finalen Sequenz. Dann 
laufen aUe Prozesse in einem lichtdurchlassigen Reaktions- 
trager ab. Desweiteren wird die Moglichkeit geschaflfen, im 
Durchlicht Rcaktioncn und fluidische Vorgangc durch z. B. 
eine CCD-Detektion zu verfolgen. 

Der miniaturisierte Reaktionstrager wird vorzugsweise so 
ausgefiihrt, daB ein Ablosevorgang in den einzelnen Reakti- 
onsraumen moglich ist, und somit die auf den innerhaib die- 
ser Reaktionsraume Uegenden Reaktionsbereichen syntlieti- 
sierten DNA-Strange einzeln oder in Clustem abgelost wer- 
den. Bei geeigneter Ausfuhrung des Reaktionstragers ist die 
Zusammenlagerung der Bausteine in einem stufenweisen 
ProzeB in Reaktionsraumen moglich, auBerdem die Ent- 
nahme von Bausteinen, Teilsequenzen oder des finalen Pro- 
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duktes, Oder auch die Soitiening bzw. Auftrermung der Mo- 
lekiile. 

Die Zielsequenz kann nach ihrer Fertigstellung als inte- 
griertes genetiscties Element durcti Transfer in Zellen einge- 
bracht und dadurch kloniert und im Zuge fUnktioneller Stu- 5 
dien untersucht werden. Eine weitere Moglichkeit ist es, das 
Syntheseprodukt zuerst weiter aufzureinigen oder zu analy- 
sieren, wobei diese Analyse z. B. eine Sequenzierung sein 
kann. Der ProzeB der Sequenzierung kann auch durch di- 
rekte Kopplung mit einem entsprechenden Gerat beginnen, 10 
z. B. mit einer nach dem in den Patentanmeldungen 
DE 199 24 327.1, DE 199 40 749.5, PCT/EP 99/06 316 und 
PCT/EP 99/06 317 beschriebenen Vorrichtung zur integrier- 
ten Synthese und Analyse von Polymeren. Es ist ebenfaUs 
denkbar, die erzeugten Zielsequenzen nach der Klonierung 15 
zu isolieren und zu analysieren. 

Das erfindungsgemal3e Verfaliren steUt iiber die damit er- 
zeugten integrierten genetischen Elemente ein Werkzeug 
zur Verfflgung, das fiir die Weiterentwicklung der molekula- 
ren Biologie die biologische Vielfalt in einem systemati- 20 
schen ProzeB erfaBt. Die Erzeugung von DNA-Molekiilen 
mit gewunschter genetischer Information ist damit nicht 
mehr der EngpaB molekularbiologischer Arbeiten, da von 
kleinen Plasmiden uber komplexe Vektoren bis zu Mini- 
Chromosomen alle Molekiile synthetisch erzeugt werden 25 
konnen und fur weitere Arbeiten zur Verfugung stehen. 

Das Herstellungsverfaliren erlaubt die Erzeugung von 
zahlreichen verschiedenen Nukleinsauren und damit einen 
sy stematischen Ansatz fiir FragesteUungen betreffend Regu- 
lationselemente, DNA-BindesteHen fiir Regulatoren, Si- 30 
gnalkaskaden, Rezeptoren, Wu-kung und Interaktionen von 
Wachstumsfaktoren etc. 

Durch die Integrarion von genetischen Elementen in cine 
vollsynthetischc (Jesamt-Nukleinsaure konnen die bckann- 
ten genetischen Wcrkzeuge wie Plasmide und Vektoren wei- :'5 
ler genulzl und es kann so auf die entsprechenden E'rlalirun- 
gen aufgebaut werden. Andererseits werden sich diese Er- 
fahrungen durch die angesteebte Optimierung der vorhande- 
nen Vektoren etc. rasch verandem. Die Mechanismen, die 
z. B. ein Plasmid fur die Propagation in dnem bestiimnten 40 
Zelltyp geeignet machen, lassen sich auf der Grundlage des 
erfindungsgemaBen Verfahrens erstiiials rationell untersu- 
chen. 

Durch diese rationelle Untersuchung groBer Varianten- 
Zahlen laBl sich der gesamte Kombinalionsraum genetischer 45 
Elemente crschlicBen. Damit wird ncben die zur Zcit in ra- 
scher Entwicklung befindhche hochparaUele Analytik (u. a. 
auf DNA-Arrays oder DNA-Chips) als /.weites wichtiges 
Element die programmierte Synthese integrierter geneti- 
scher Elemente geschaffen. Nur beide Elemente zusammen 50 
konnen das Fundament einer nilionellen molekularen Biolo- 
gic bildcn. 

Bei der programmierten Synthese von entsprechenden 
DNA-Molekiilen ist nicht nur die beliebige Zusammenset- 
zung der codierenden Sequenzen und funktionellen Ele- 55 
mente mogUch, sondem auch die Anpassung der Zwischen- 
bereiche. Dies kann rasch zu Minimal- Vektoren und Mini- 
mal-Gcnomcn fiihrcn, womit wiodcrum Vorteile durch dc- 
ren geringere GroBe entstehen. Ubertragungsvehikel wie 
z. B. virale Vektoren konnen dadurch efBzienter geniacht 60 
werden, z. B. bei Verwendung von retro viralen oder adeno- 
viralen Vektoren. 

Uber die Kombination bekannter genetischer Sequenzen 
hinaus ist die Entwicklung neuer genetischer Elemente 
moglich, die auf der Funktion vorhandener Elemente auf- 65 
bauen konnen. Gerade fiir solche Entwicklungsarbeiten ist 
die Flexibilitat des Systems von enormem Wert. 

Die synthetischen DNA-Molekiile sind dabei auf jeder 
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Stufe der Entwicklung des hier beschriebenen Verfahrens 
voU kompatibel mit der vorhandenen Rekombinationstech- 
nologie. Auch fiir "traditionelle" molekularbiologische An- 
wendungen konnen integrierte genetische Elemente bereit- 
gestellt werden, z. B. durch entsprechende Vektoren. Der 
Einbau entsprechender Schnittstellen auch ftir bisher wenig 
verwendete Enzyme ist bei integrierten genetischen Ele- 
menten kein limitierender Faktor. 

Verbesserungen gegeniiber dem Stand der Technik 

Ermoglicht wird mit diesem Verfahren die Integration al- 
ler gewiinschten funktionellen Elemente als "genetische 
Module", wie z. B. Gene, Telle von Genen, Regulationsele- 

mente, virale Verpackungssignale etc., in das synthetisierte 
Nukleinsauremolekiil als TYager genetischer Information. 
Durch diese Integration ergeben sich u. a. folgende Vorteile: 
Es konnen damit hochgradig funkrionsintegrierte DNA-Mo- 
lekule entwickelt werden, wobei unnotige DNA-Dereiche 
wegfaUen (Minimal-Gene, Minimal-Genome). 

Die freie Kombination der genetischen Elemente sowie 
die Veranderungen der Sequenz wie z. B. zur Anpassung an 
den exprimierenden Organismus bzw. Zelltyp (Codon-Nut- 
zung) werden ebenso ermoghchi wic Veranderungen der Se- 
quenz zur Optimierung funktionellcr genetischer Paranicler, 
wie beispielsweise Genregulation. 

EbenfaUs ermoglicht werden Veranderungen der Sequenz 
zur Optimierung funktioneller Parameter des Transkriptes, 
z. B. Spleissen, Regulation auf mRNA-Ebene, Regulation 
auf Translationsebene, und dariiber hinaus die Optimierung 
funktioneller Parameter des Genprodukts, wie z. B. die 
Aminosauresequenz (z. B. Antikorper, Wachstumsfaktoren, 
Rezeptoren, Kanale, Poren, Tlransporter etc.). 

Insgesamt ist das mit dcni Verfahren realisicrtc vSystcm 
cxlrcm tlexibel und erlaubl in bisher nicht vorhandener 
WeisB die prograimuierte Erstellung von genetischein Male- 
rial mit stark verringertem Aufwand an Zeit, Materialien 
und Arbeit. 

GroBere DNA-Molekiile, wie z. B. Chromosomen, von 
mehreren Hundert kbp waren mit den vorhandenen Metho- 
den nahezu nicht gezielt manipuUerbar. Bereits komplexere 

(d. h. grijRere) virale Genome von Ttiehr als 30 kbp (/,. B. 
Adenoviren) sind mit den klassischen Methoden der Gen- 
technik schwierig zu handhaben und zu manipulieren. 

Durch das erfmdungsgemiiBe Verfahren kommt es zu ei- 
ner crhcblichcn Vcrkiirzung bis zur Ictztcn Stufc der Klonie- 
rung eines Gens: Das Gen oder die Gene werden als DNA- 
Molekul synlhetisiert und dann (nach geeigneter Vorberei- 
tung wie Reinigung etc.) direkt in Ziel-Zellen dngebracht 
und das Ergebnis studiert. Der mehrstufige, meist Uber Mi- 
kroorganismen wie E. coh laufende Klonierungspro/.eR 
(z. B. DNA-Isolation, Reinigung, Analyse, Rokombination, 
Klonierung in Bakterien, Isolation, Analyse etc.) wird damit 
auf die lety.te Ubertragung des DNA-Molekuls in die fi nalen 
EffektorzeUen reduziert. Bei synthetisch hergestellten Ge- 
nen oder Genfragmenten ist eine klonale Vermehrung in ei- 
nem Zwischenwirt (zumeist E. coli) nicht mehr notwendig. 
Damit umgcht man die Gcfahr, daB das fiir die ZiclzcUc bc- 
stimmte Genprodukt eine toxische Wirkung auf den Zwi- 
schenwirt ausiibt. Damit hebt man sich deutlich ab von der 
Toxizitiit mancher Genprodukte, die bei der Verwendung 
klassischer Plasmid- Vektoren haufig zu erheblichen Proble- 
men bei der Klonierung der entsprechenden Nukleinsaure- 
Fragmente fiihrt. 

Eine weitere erhebUche Verbesserung ist die Zeitverkiir- 
zung und die Reduktion der Arbeitsschritte bis nach dem Se- 
quenzieren von genetischem Material, wobei vorgefundene 
potentieUe Gene als solche verifiziert und kloniert werden. 
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Normalerweise werden nach Auffinden interessierender 
Muster, die als offener Leserahmen (ORl-') in Frage kom- 
men, mit Sonden (z. B. mittels PGR) in cDNA-Bibliotiieken 
entsprechende Klone gesucht, die allerdings nicht die ganze 
Sequenz der urspriinglich bei ihrer Hersteiiung verwendeten 5 
inRNA enthalten mlissen. Bei anderen Verfahren wird mit- 
tels eines Antikorpers in einer Expressions-Genbibliothek 
gesucht (Screening). Beide Verfahren lassen sich mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren extrem abkurzen: Bei Vorlie- 
gen einer "in silico" bestimmten Gen-Sequenz (d. h. nach 10 
der Erkennung eines entsprechenden Musters in einer DNA- 
Sequenz durch den Computer) oder nach Entschlusselung 
einer Proteinsequenz kann dn entsprechender Vektor mit 
der Sequenz oder Varianten davon direkt fiber program- 
mierte Synthese eines integrierten genetischen Elementes 15 
erzeugt und in geeignete Zielzellen eingebracht werden. 

Die so erfolgende Synthese von DNA-Molekiilen bis zu 
mehreren 100 kbp erlaubt die direkte Komplett-Synthese 
von viralen Genomen, z. D. Adenoviren. Diese sind ein 
wichtiges Werlizeug in Grundlagenforschung (u. a. Genthe- 20 
rapie), aber wegen der GroBe ihres Genoms (ca. 40 kbp) 
schwer mit klassischen Methoden der Gentechnik zu hand- 
haben. 

Besonders die rasche und okonomische Erzeugung von 
Varianten zur Optimierung ist dadurch stark limitiert. Diese 25 
Limitierung wird durch das erfindungsgemaBe Verfahren 
aufgehoben. 

Durch das Verfaliren erfolgen die Integration der Syn- 
these, die Ablosung der Syntheseprodukte und die Zusam- 
menlagerung zu einem DNA-Molekiil in einem System. Mit 30 
I lersteUungs verfahren der Mikrosystemtechnik konnen alle 
notwendigen Funktionen und Verfahrensschritte bis zur 
Aufreinigung des finalen Produktes in einem miniaturisier- 
tcn Rcaktionstrager integriert werden. Dies konnen Synthe- 
scbcrciche, Ablosungsbereiche (Cluster), Rcaktionsraume, 35 
Zufuhrungskanale, VcruiLe, Puiiipen, Konzenlratoren, Auf- 
trennungsbercichc clc. sein. 

Plasmide und Expressionsvektoren konnen fiir sequen- 
zierte Proteine oder entsprechende 'Ifeilsequen2En direkt her- 
gestellt und die Produkte biochemisch und funktionell ana- 40 
lysiert werden, z. B. unter Verwendung geeigneter Regulati- 
onseleiiiente. DaTriit fiilll die Suche nach Klonen in einer 
Gen-Bibliothek weg. Entsprechend konnen ORFs aus Se- 
quenzierarbeiten (z. B. Humangenomprojekt) direkt in ent- 
sprechende Vekloren programinierl und mil gewiinschlen 45 
genetischen Elcmcntcn kombinicrt werden. Einc Idcntifika- 
tion von Klonen z. B. in durch aufwendiges Screening von 
cDNA-Bibliotheken entfiillt. Damit ist der InfoniiationsfluB 
von der Sequenz- Analyse zur Funktions- Analyse stark ver- 
kiirzt worden, denn am selben Tag, an dem ein ORE durch 50 
Analyse von Prirnardalen ini Coinpuler vorliegl, kann ein 
entsprechender Vektor inklusivc dcs vcrmutctcn Gens syn- 
thetisiert und zur Verfiigung gestellt werden. 

Gegenuber konventioneller Eestphasen-Synthese zur Ge- 
winnung synthetischer DNA zeichnet sich das Verfahren ge- 55 
maB Erfindung durch geringeren Materialaufwand aus. Zur 
Hersteiiung tausender von unterschiedlichen Bausteinen fiir 
die Erzeugung von einem komplcxcn integrierten geneti- 
schen Element mit mehreren 100.000 kbp Lange, in entspre- 
chend parallelisiertem Eormat und bei entsprechender Mi- 60 
niaturisierung (siehe Ausfiihrungsbeispiele), braucht ein mi- 
krofluidisches System deutlich weniger Einsatzstoffe als ein 
konventioneller Festphasensynthese- Automat fiir ein einzel- 
nes DNA-Oligomer (bei Verwendung einer einzigen Saule). 
Hier stehen Mikroliter dem Verbrauch von Millilitem ge- 65 
genuber, d. h. ein Faktor von 1.000. 

Unter Beriicksichtigung neuester Erkenntnisse der Immu- 
nologic erlaubt das vorgesteRte Verfahren ein extrem ratio- 
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nelles und schneUes Impfstoff-Design (DNA-Vakzine). 
Ausftihrungsbeispiele 

Die vorliegende Erfindung setzt zur Umsetzung des Ver- 
fahrens die BereitsteUung einer groBen Anzahl von Nuklein- 
saure-Molekiilen, meist DNA, voraus, die in ihrer Sequenz 
frei bestimmbar sind. Diese Bausteine miissen innerhalb ei- 
ner Bausiein-Spezies nahezu 100% identische Sequenz ha- 
ben (analog der Syntheseleistung konventioneller Synthese- 
automaten). Zur Erzeugung der notwendigen Varianz kom- 
men nur hochparallele Syntheseverfahren in Frage. Damit 
das System flexibel arbeiten kann und dabei trotz der not- 
wendigen Vielzahl von unterschiedMchen zu synthetisieren- 
den Bausteinen moglichst wenig Raum und Reagenzien be- 
notigt, erfolgt die Realisierung vorzugsweise in einem mi- 
krofluidischen System, innerhalb dessen die einzelnen Se- 
quenzen bestimmbar enlstehen. Ftir solche Systeme bieten 
sich zwei Arten der programmierten Synthese an, wie sie 
auch in den Patentanmeldungen DE 199 24 327.1, 
DE 199 4 0749.5, PCT/EP 99/06 316 und 

PCT/EP 99/06 317 beschrieben sind: Dies ist einmal die 
Synthese durch programmierbare fluidische Individualisie- 
rung der Reakiionsbereiche und zum anderen die Synthese 
durch programmierbare lichtabhangige Individualisierung 
der Reaktionsbereiche. 

Bei beiden Varianten wird die Synthese in einem mikro- 
fluidischen Rcaktionstrager durchgefiihrt. Das Design die- 
ses Reaktionstragers kann dabei im System die stufenweise 
Zusammenfuhrung der abgelosten Syntheseprodukte, d. h. 
Dausteine, vorsehen, indem nach dem Ablosen der Nuklein- 
saurestrange diese in entsprechenden Reaktionsbereichen 
gesammelt werden und dort die Zusammenlagerang stattfln- 
det. Gruppen solcherZusammenlagerungs-Bereiche konnen 
dann ihrerseits wieder miteinander in Konlaki gebrachi wer- 
den, so daB im Laufe einer mehr oder weniger hiiigcn Kas- 
kade die finalen Produkte der Synthese entstehen: Gentech- 
nische Informationstrager in Form von DNA-Molekiilen. 
Die folgenden Varianten kommen dabei in Frage: 

Entweder erfolgen Synthese, Ablosung und Zusatnmenla- 
gerung zeidich nacheinander, aber raumlich integriert in ei- 
neiti iiiikronuidischen Reaklionstrager. oder aber Synthese, 
Ablosung und Zusammenlagerung erfolgen teilweise paral- 
lel in einem oder mehreren mikrofluidischen Reaktionstra- 
gem. Weilerhin isl es moglich, daB der mikrofluidische Re- 
aktionstriigcr nur Reaktionsbereiche fiir die programmiertc 
Synthese enthalt und anschlieBend die Ablosung und Elua- 
tion in ein ReaktionsgePaB fur die Zusarnriienlagerung er- 
folgt. 

Synthese, Ablosung und Zusammenlagerung konnen bei 
sehr groBen DNA-Molekiilen durch Kondensations-Slrale- 
gicn crganzt werden, die ein Zcrbrcchen der Molckiilc vcr- 
hindem. Dazu zahlt z. B. die Verwendung von Histonen 
(Kernproteine, die bei Eukaryoten die Kondensation der 
Chromosomen im Zellkem ermoglichen), der Einsatz von 
Topoisomerasen (Enzyme fiir die Verdrillung von DNA in 
Eukaryoten und Prokaryoten) oder die Zugabe von anderen 
DNA-bindcnden, stabilisierenden und kondensiercndcn 
Agenzien bzw. Proteinen. Dies kann je nach Design des Re- 
aktionstragers durch Integration der Kondensationsreaktion 
in einer weiteren dafiir vorgesehenen Realttionskammer ge- 
schehen oder durch Zugabe wahrend der stufenweisen 
Kombination und Zusammenlagerung der Bausteine. 

Die freie Wahl der Sequenz ist von wesentlicher Bedeu- 
tung fiir die kontrollierte und efiiziente stufenweise Zusam- 
menlagerung der Bausteine bis zum Endprodukt. Denn 
durch die Wahl der iiberlappenden komplementiiren Enden 
werden die Spezifitat der Zusammenlagerung und die bio- 
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chemischen Rahmenbedingungen (Salzkonzentration. Tem- 
peratur etc.) beeinfluBt. Bei Vorgabe einer Sequenz fiir das 
interessierende Gen und nach automatischer oder manueller 
Auswahl der anderen genetischen Elemente (Regulationsbe- 
reiche, Resistenzgene zum Klonieren, Propagalionssignaie 5 
etc.) zur Bestimmung des flnalen Produktes (z. B. ein Plas- 
mid-Vektor) zerlegt man die vorgegebene Sequenz in geeig- 
nete Bausteine und synthetisiert diese in der notwendigen 
Zahl von Reaktionstragem. Die Fragmente bzw. deren zu 
hybridisierende Uberlappungsbereiche werden so gewahlt, 10 
daB die Bedingungen fur das Hybridisieren moglichst ahn- 
lich sind (u. a. GC : AT Verhaltnis, Schmelzpunkte, etc.). 

Bei weiterem Ausbau des Systems sind ebenfalls in Mi- 
krofluidik bzw. Mikrosystemtechnik ausgefiihrte Elemente 
flir die Reinigung und Isolation des entstehenden Produktes 15 
vorgesehen. Dies konnen z, D. Verfahren sein, bei denen die 
finale doppelstrangige DNA nach ihrem Autliau unter Ver- 
wendung von fluoreszierenden Syntlionen eine bestimmte 
Gesamtfluoreszenz aufweisen muB. Gegebenenfalls kann 
bei Einsatz von kondensierend wirkenden Proteinen auch an 20 
diesen eine nuoreszenzmarkierung hangen, die vorzugs- 
weise getrennt detektierbar ist (Referenzsignal). In den Re- 
aktionstrager-Strukturen kann dann das Gemisch an finalem 
Reaktionsprodukt nach Fluoreszenz sortiert werden (siehe 
Chou et al. Proceedings of the National Academy of Sci- 25 
ence PNAS 96: 11-13, 1999). Somit wird eine ausreichcnde 
Qualitat erreicht, Lim ftir die weiteren Arbeiten direkt ein 
Produkt zur Verfiigung zu steUen. 

Informationen aus Sequenzierprojekten, die in Datenban- 
ken vorliegen, konnen (computergestutzt) voUautomatisch 30 
auf Gene hin untersucht werden. Identifizierte oder vermu- 
tete Gene (ORFs) werden in voUsynthetische DNA umge- 
wandeli, die gegebenenfalls geeignet erscheinende regulato- 
rischc und sonstige genetische Elemente enthalten kann, so 
daB z. B. ein oder riiehrere Vektoren erzeugt werden. Das :'5 
Produkt wird enlweder zur Verfiigung gesielll (z. B. als 
reine DNA) oder direkt in funktionelle Untersuchungen ein- 
gespeist, u. a. durch Transfer in geeignete Zielzellen. Die In- 
formation kann aus oflfentlichen Datenbanken, aus Arbeiten 
dezentraler Anwender oder aus sonstigen QueUen, z. B . dem 40 
in den Patentanmeldungen DE 199 24 327.1 und 
DE 199 40 749.5 beschriebenen Verfahren slanurien. 

Es kann von Interesse sein, dal3 an bestimmter Stelle oder 
Stellen der Zielsequenz eine Varianz an randomisierter Se- 
quenz vorkoniml. Ein Beispiel ist das Ausleslen von Varian- 45 
ten cincrBindcstcUc, bei der z. B. iibcr cincn Bcrcich von 20 
Aminosauren, d. h. 60 Nukleotiden, zufaUige Variationen an 
NuldetMiden eingebaut wurden. Dies kann in einer Ausfuh- 
rungsform geschehen, indem wahrend des Syntheseprozes- 
ses nach Aktivierung eines Reaktionsbereiches ein Gemisch 50 
an vSynthonen /ugefQhrl wird, so daB sich alle /.ugegebenen 
Synthonc statistisch vcrtcilt anlagcrn konnen. Eine Ab- 
wandlung dieses Prozesses kann vorsehen, daB an einer be- 
stimmten Position der Zielsequenz untBrschiedlich lange 
DNA-Bausteine eingesetzt werden, z. B. indem unter- 55 
schiedliche Bausteine auf unterschiedUchen Reaktionsberei- 
chen hergesteUt werden, die die gleiche LSequenz zur t Jber- 
lappung und Hybridisicrung zcigcn. 

Fig. 1 zeigt einen Reaktionstrager 30 im senkrechten 
Schnitt orthogonal zu den darauf befindlichen Mikrokanalen 60 
33, die durch Wande 32 voneinander getrennt sind. Die Un- 
terseite 31 des Reaktionstragers ist dabei lichtdurchlassig. 
Weiterhin schematisch dargesteUt ist eine einzelstrangige 
NukleinsSure 10 mit der konventionsgerechten Bezeich- 
nung des 5'- und des 3'-Endes. Diese sind dargestellt als 10a 65 
mit dem 3'-Ende am Reaktionstrager 30 kovalent angebun- 
den durch Festphasensynthese. Ebenfalls dargestellt ist eine 
Lichtquellenmatrix 20 mit einer LichtqueRe und dem Reak- 
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tionstrager 30 zugewandten steuerbaren Belichtungsaustritt. 

Fig. 2 zeigt einen Reaktionstrager 30 in Draufsicht mit 
Reaktionsbereichen 12 und den Wanden 32 zwischen den 
Mikrokanalen 33. Die Pfeile veranschaulichen die Durch- 
fluBrichtung. 

Fig. 3 zeigt ahnlich wie Fig. 1 einen senkrechten Schnitt 
durch den Reaktionstrager 30, wobei im Mikrokanal 33 die 
einzelstrangigen Nukleinsauren abgelost sind. 

In Fig. 4 ist wiederum der Reaktionstrager 30 in Drauf- 
sicht dargesteUt, wobei im Mikrokanal 33 die einzelstr&igi- 
gen Nukleinsauren abgelost sind. 

Fig. 5 zeigt die Anordnung der Mikrokanale in Aufsicht 
mit fluidischen Reaktionsraumen 50, die die einzelnen Re- 
aktionsbereiche enthalten, und Reaktionskammem, wo die 
/Aisammenlegung einer Teilsequenz erfolgt. Im Reaktions- 
raum 54 werden alle Mikrokanale innerhalb eines Reakti- 
onstragers zusammengefiihrt. Dort findet auch die Zusam- 
menlagenmg des finalen Syntheseprodukts statt, welches 
durch den Ausgang 55 entnommen wird. Die Bezugszei- 
chen 51a und 51b kennzeichnen die in Fig. 6 und Fig. 7 bzw. 
Fig. 8 dargesteUten vergroBerten DarsteUungen dner Reak- 
tionskammer. Die Pfeile signaHsieren wiederum die FluB- 
richtung. 

Fig. 6 zeigt cine vcrgroBerte Darstellung einer Rcaklions- 
kammcr 51a nach einem Mikrokanal mit abgeloslcn einzel- 
strangigen Nukleinsauren. 

Fig. 7 zeigt eine vergroBerte Darstellung einer Reaktions- 
kammer 51a nach einem Mikrokanal mit einem doppelstran- 
gigen Hybrid 60 aus zwei aneinandergelagerten komple- 
mentaren Nukleinsaureeinzelstrangen. 

Fig. 8 zeigt eine vergroBerte Darstellung einer Reaktions- 
kammer 51b nach Zusammenftihrung von zwei Mikrokana- 
len mit einem zusammengelagerten doppelstrangigen Nu- 
kleinsaure-Hybrid 62, Enzyme 63 (z. B. Ligascn) fur die ko- 
valente Verkniipfung der Bausteine des Nukicinsaure-Hy- 
brids 85, einem hnearen kovalent verknLipften Nukleinsiiu- 
redoppelstrang 65 und einem ringformig geschlossenen Nu- 
kleinsauredoppelstrang 66 (z. B. Vektor). 

Als Bezugszeichen 64 ist eine Reaktion der Enzyme mit 
dem Nukleinsaure-Hybrid dargesteUt. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur HersteUung synthetischcr Nukicin- 
siiuredoppelslrange wahlfreier Sequenz, umfassend die 
Schrittc: 

(a) Bereitstellen eines Tragers mit einer Oberiia- 
che, die eine Vielzahl von individuellen Reakti- 
onsbereichen enthalt, 

(b) ortsaufgelostes Synthetisieren von Nuklein- 
saurelragiiienten mil. jeweils unterschiedlicher 
Bascnscqucnz an mchrcrcn der individuellen Rc- 
aktionsbereiche, und 

(c) Ablosen derNukleinsaurefragmente von indi- 
vidueUen Reaktionsbereichen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Basensequenzen der an individuellen Re- 
aktionsbereichen synthctisicrtcn Nuklcinsaurcfrag- 
mente so gewahlt werden, daB sie sich zu einem Nukle- 
insauredoppelstrang-Hybrid zusammenlagern konnen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Ablosen der Nukleinsaurefragmente 
gemaB Schritt (c) in einem oder mehreren Schritten un- 
ter solchen Bedingungen erfolgt, daB sich mehrere der 
abgelosten Nukleinsaurefi-agmente zu einem Nuklein- 
sauredoppelstrang-Hybrid zusammenlagern. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB mehrere Nukleinsaurefragmente, die einen 
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Strang des Nukleinsauredoppelstrang-Hybrids bilden, 
kovalent miteinander verbunden werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, daC das kovalente Verbinden eine Behandlung mil 
Ligase oder/und ein Auffullen von Lucken in den 5 
Sttangen mit DNA-Polj'merase umfaBt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB in der Sequenz an einer 
Oder mehreren Positionen Erkennungssequenzen filr 
die spezifische Interaktion mit Molekiilen wie Protei- 10 
nen, Nukleinsauren, Peptiden, Pharmaka, Sacchariden, 
Lipiden, Hormonen oder/und organischen Verbindun- 
gen enthalten sind. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Sequenz der Nuklein- 15 
sauredoppelstrange eine natiirlich vorkommende Se- 
quenz, eine nicht natiirlich vorkommende Sequenz 
Oder eine Kombination aus diesen beiden ist. 

8. Verfafiren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Sequenz aus einer Da- 20 
tenbank, einem Sequenzierexperiment oder einer Vor- 
richtung zur integrierten Synthese und Analyse yon Pc- 
lymeren entnommen ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 his 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB die synthetisierten Nuklein- 25 
saurestrange durch orts- oder/und zeitaufgeloste Be- 
lichtung mittels einer programmierbaren Lichtquellen- 
matrix synthetisiert werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB die orts- oder/und zeitauf- 30 
geloste Synthese in einem mikrofluidischen Reaktions- 
trager mit einem oder mehreren fluidischen Reaktions- 
raumen iind einem oder mehreren Reaktionsbereichen 
innerhalb eines fluidischen Reaktionsraumes erfolgt. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 35 
durch gekennzeichnet, daB die Synlhesebausteine in 
der Natur vorkommende Nukleotide, modifizierte Nu- 
kleotide oder Mischungen davon enthalten konnen. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daB modifizierte Synthesebau- 40 
steine zur Markierung und spateren Detektion der zu- 
sariiniengelagerlen Nukleinsauraloppelstrange ver- 
wendet werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Markierungsgruppen lichtabhangig zu 45 
dctckticrcndc Molckiilc vcrwcndct wordcn. 

14. Verwendung eines nach dem Verfahren gemaB ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 13 hei^gestellten Nukleinsau- 
redoppelstranges wahlfreier Sequenz fiir therapeuti- 
sche oder pharmakologische Zwecke. 50 

15. Verwendung eines nach dem Vert'ahren gerriaB ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 13 hcrgcstclltcn Nuklcinsau- 
redoppelstranges wahlfreier Sequenz flir diagnostische 
Zwecke. 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, umfas- 55 
send die direkte Zufiihrung zum beabsichtigten Zweck. 

17. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, umfas- 

scnd cine Umsctzung in Effcktorzcllcn. 

18. Verwendung eines nach dem Verfahren gemaB ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 13 hergestellten Nukleinsau- 60 
redoppelstranges wahlfreier Sequenz, wobei dieser 
wahrend der stufenweisen Kombination und Zusam- 
menlagerung oder im AnschluB daran stabilisiert, kon- 
densiert oder/und topologisch manipuliert wird. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, wobei die Stabili- 65 
sierung, Kondensation oder/und topologische Manipu- 
lierung durch funktioneUe Molekiile wie Histone oder 
Topoisomerasen erfolgt. 



20. Verwendung eines nach dem Verfahren gemaB ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 13 hergestellten Nukleinsiiu- 
redoppelstranges als propagierbarer Klonierungs-Vek- 
tor, wobei der propagierbare Klonierungs- Vektor in ge- 
eigneten Zielzellen der Tl-anskription, der Expression 
der transkribierten Sequenz, und gegebenenfalls der 
Gewinnung von exprimierten Genprodukten dienen 
kann. 



IliciYii 7 Scilc^nJ Zcichiuingen 
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